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示 肠 道 肿 瘤 的 多 光子 成 像 与 光学 活检 
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摘要 : 胃 肠 道 恶性 肿瘤 手术 术 式 的 选择 及 手术 切除 范围 的 确定 急需 一 种 原 位 的 、 实 时 的 诊断 技术 来 评估 肿瘤 的 浸润 次 度 、 转 
移 情 况 以 及 外 科 手 术 切 缘 有 无 癌 残 留 。 利用 多 光子 成 像 技 术 , 多 光子 显微镜 能 够 提供 实时 的 胃 肠 道 组 织 结构 和 细胞 形态 学 
信息 。 多 光子 成 像 技 术 具 备 无 需 外 源 标记 组 织 、 对 胶原 极其 敏感 ,对 组 织 的 光 损 伤 小 和 穿 透 深度 深 等 特点 , 其 可 能 应 用 于 胃 


肠 道 肿瘤 的 光学 活检 。 本 综述 从 肿瘤 浸润 深度 .转移 情况 和 外 科 手 术 切 缘 有 无 瘤 残 留 等 相关 研究 角度 , 旨 在 综合 概述 多 光子 
成 像 技 术 用 于 评估 胃 肠 道 肿 瘤 光 学 活检 的 可 行 性 以 及 探讨 多 光子 成 像 技 术 可 观 的 发 展 前 景 。 
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Multiphoton imaging and optical biopsy of gastrointestinal tumors 
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Abstract: The assessment of tumor invasive depth, metastasis and if surgical margin had residual cancer were in urgent need 


of an in situ, real-time diagnosis technology to determine surgical treatment of gastrointestinal tract malignant tumor and the 
extent of resection surgery. Multiphoton microscopy can provide gastrointestinal tissue structure and cell morphology of real- 


time information. Multiphoton imaging technology had no exogenous marker of tissue, was extremely sensitive to collagen, 


had light of the tissue damage and deep penetration depth. Such characters enable the technology to be applied in 
gastrointestinal tumor as a new optical biopsy. The review aimed to overview the feasibility of multiphoton imaging for 


evaluation of gastrointestinal tumor optical biopsy and had a discussion on the development prospect of multiphoton imaging 


technology considerable. 
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外 科 根 治 性 切除 术 作为 目前 常见 的 胃 肠 道 肿瘤 
治疗 的 有 效 手 段 , 其 对 于 选择 手术 术 式 及 明确 手术 
切除 的 范围 需要 一 种 实时 的 原 位 的 诊断 技术 来 了 解 
肿瘤 的 良 恶 性、 浸润 深 度 、 转 移 情况 及 切 缘 有 无 瘤 残 
留 等 。 术 前 胃 肠 镜 下 活检 对 于 骨 肠 道 肿 瘤 组 织 学 诊 
断 是 一 项 很 重要 的 诊断 证 据 。 与 此 同时 , 根据 瘤 体 大 


小 、 生 长 位 置 、 浸 润 深度 等 , 骨 瘤 的 术 式 分 为 胃 全 切 、 


骨 次 全 切 、 部 分 胃 切 除 术 以 及 内 镜 下 粘膜 或 粘膜 下 
切除 术 等 。 然 而 无 论 用 何 种 手术 方式 , 胃 肠 镜 下 活检 
存在 一 些 不 可 避免 的 缺点 , 比如 操作 所 致 的 肠管 或 
瘤 体 出 血 、 人 工 牵 拉 或 挤 压 、 胃 肠 镜 不 能 通过 导致 反 
复 内 镜 活检 以 致 时 间 耽 搁 , 寿 发 生 严 重出 血 则 急需 
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额外 急救 止血 。 目 前 常用 的 影像 学 辅助 检查 手段 如 
CT、MRI 等 , 在 临床 实践 中 均 无 法 准确 判断 早期 胃 肠 
道 肿瘤 的 浸润 深度 及 淋巴 结 转移 情况 。 超 声 内 镜 判 
断 胃 肠 道 肿瘤 T 分 期 , 文献 报道 其 准确 性 为 44.7%~ 
78%" ,不 足以 成 为 1 项 可 靠 的 诊断 标准 。 超 声 内 镜 
还 对 局 部 切除 手术 的 术 前 评判 效果 不 佳 , 无 法 精确 
细 分 胃 肠 粘膜 层次 , 且 对 N 分 期 效果 也 差点。 因此 , 就 
目前 的 胃 肠 道 辅助 诊断 技术 来 看 , 寻求 一 种 新 的 原 
位 实时 的 诊断 技术 无 疑 是 一 个 重大 目标 ARAR 
需 同 时 满足 了 解 肿瘤 的 浸润 深度 、 转 移 情 况 以 及 切 
缘 有 无 癌 残 留 的 要 求 , 从 而 为 胃 肠 道 恶 性 肿瘤 手术 
术 式 的 选择 及 确定 手术 切除 范围 提供 有 力 依据 。 
1989 年 美国 康 奈 尔 大 学 Denk, Strickler 和 Webb 
共同 发 明了 多 光子 显微镜 (MPM)", 采 用 了 基于 非 线 
性 光学 和 飞 秒 激光 镭射 之 上 的 多 光子 显 微 成 像 技 
Ro 该 技术 通过 利用 活体 组 织 中 细胞 本 身 产生 的 自 
体 葡 光 及 胶原 组 织 产 生 的 二 次 谐 波 , 可 以 实时 快速 
地 获得 标本 的 组 织 结 构 和 细胞 形态 "。 早 在 1986 年 ， 
二 次 谐 流 被 用 于 皮肤 研究 和 冠状 动脉 显 微 成像 研 
究 , 证 实 了 其 被 用 于 观察 生物 组 织 的 可 行 性 *”。 
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MPM 也 可 作为 癌症 研究 的 一 项 重要 工具 "1 细胞 
本 身 产 生 的 自体 荧光 来 自 细胞 内 的 烟 酰胺 腺 味 叭 
PK B2 (NADH) K E RIRE = YR (FAD), 
NADH 发 出 波长 为 460 nm, 而 胶原 二 次 振荡 谐 波 为 
370-390 nm, 所 以 在 观察 肿瘤 标本 组 织 时 通常 选用 
740~780 nm 范围 的 多 光子 显微镜 。MPM 成 像 不 仅 与 
标准 的 肿瘤 组 织 病理 学 相当 , 同时 也 提供 了 肿瘤 新 
生 进 程 的 附加 信息 , 如 通过 测 比 率 值 NADHFAD 可 
反映 肿瘤 组 织 细 胞 的 代谢 水 平 中 。 

随 着 交叉 学 科 的 进展 , 国外 著名 大 学 如 康 奈 尔 
大 学 、 耶 鲁 大 学 等 均 在 进行 多 光子 显 微 成 像 的 转化 
医学 研究 ”5 且 希望 将 其 应 用 于 临床 , 实现 肿瘤 的 实 
时 “光学 活检 ”。 伴随 激 光 扫 描 和 图 像 加 工 处 理 技术 
的 出 现 和 发 展 , 多 光子 显 微 成 像 作为 一 项 微 创 性 生 
物 显 象 技术 越 来 越 普及 和 流行 "多 光子 显 微 技 
术 对 组 织 在 细胞 和 亚 细 胞 水 平 的 成 像 , FOE SEW 
质 染 色 辅 助 成 像 , 此 特点 备 受 青睐 。 多 光子 成 像 技 术 
在 活体 内 的 临床 应 用 越 来 越 广泛 , 技术 越 来 越 成 熟 ， 
在 组 织 实时 成 像 上 有 很 好 的 应 用 前 景 。 本 文 着 重 从 
多 光子 成 像 特 点 、 多 光子 光学 活检 、 单 光子 与 多 光子 
技术 对 比 等 角度 出 发 , 阐述 多 光子 显微镜 在 骨 肠 道 
肿瘤 中 独特 成 像 技术 的 应 用 现状 以 及 可 行 性 , 挖掘 
多 光子 成 像 技术 的 未 来 发 展 潜能 。 


1 临床 多 光子 成 像 原理 及 特点 

临床 常用 的 胃 肠 道 肿 瘤 的 多 光子 成 像 系 统 主要 
由 激光 光源 、 扫 描 显 微 系统 、 探 测 系统 的 3 部 分 组 
成 。 激光 器 的 输出 波长 是 可 调谐 的 , 范围 为 700~ 
980 nm。 激 光 扫 描 系 统 为 META 探 测 回 , 由 高 质量 的 
反射 光栅 和 32 个 通道 的 光电 倍增 管 排列 组 成 。 探 测 
系统 使 用 的 是 放大 倍率 为 63 倍 、 数 值 孔径 为 1.4 的 油 
浸 物 镜 。 油 镜 下 , 探测 系统 搜集 样本 所 反射 的 光学 信 
号 以 及 聚集 分 散 的 TPEF/SHG 信 号。META 有 32 个 独 
立 的 通道 , 每 个 通道 可 被 随机 选择 探测 发 散 的 信号 ， 
探测 到 任意 377~716 nm 范围 信号 , 即 可 实现 成 像 。 
TPEF 和 SHG 两 个 不 同 的 信号 通道 分 别 捕获 高 对 比 度 
的 自体 荧光 物质 和 胶原 结构 所 反射 的 频率 , 397~ 
419 nm 通道 通过 SHG 信 和 号, 所 得 成 像 显示 胶原 蛋白 
组 织 微 结构 , 430~716 nm 通道 可 通过 TPEF 信 号 , 所 
得 成 像 显示 荧光 性 物质 的 形态 学 改变 中 。 

对 荧光 物质 的 多 光子 激发 , 荧光 分 子 可 同时 吸 
收 多 个 相同 频率 的 光子 , 辐射 出 一 定 频率 。 因 双 光 子 
激发 所 需 激 光波 长 大 约 为 单 光 子 激发 所 需 波 长 的 一 
倍 ,所 以 多 光子 激发 能 够 用 红外 或 者 近 红 外 光 代 替 
紫外 光 作为 激发 光源 。 故 极 大 地 降低 了 紫外 线 对 生 
物体 生理 活动 所 造成 的 破坏 和 影响 , 对 生物 样品 的 


光 损 伤 小 且 对 细胞 组 织 的 穿 透 深度 深 ; 但 不 排除 由 
于 红外 和 近 红 外 光源 的 使 用 而 可 能 使 样品 受到 热 损 
伤 。 对 于 聚焦 光束 产生 的 对 角 锥 形 激光 分 布 , 多 光子 
激发 被 限制 在 焦点 附近 的 一 个 极 小 区 域 中 , 大 大 减 
少 了 对 非 观 测 区 荧光 染料 的 破坏 , 实现 “点 成 像 ”, 具 
有 固定 的 三 维 成 像 能 力 和 高 空间 分 辨 率 "。 产 生 多 
光子 吸收 的 关键 是 飞 秒 激光 器 。 高 强度 激光 照射 的 
非 线性 光学 效应 观察 细胞 时 , 无 论 在 热 还 是 光子 能 
量 方面 都 必须 控制 在 细胞 不 受 损伤 的 照射 量 和 光 能 
量 。 从 细胞 不 受 损伤 的 角度 出 发 , 采用 铁 宝 石 的 飞 秒 
激光 器 能 实现 平均 给 出 功率 10mW, 峰值 功率 1 kW。 产生 
的 热 不 会 导致 细胞 损伤 , 且 容 易 发 生 双 光子 吸收 咏 。 

除了 对 组 织 中 自体 荧光 物质 的 激发 外 , 通过 与 
非 中 心 对 称 的 生物 分 子 如 胶原 蛋白 相互 作用 ,产生 
二 次 谐 波 的 非 线性 偏振 效应 , 极速 飞 秒 激光 镭射 也 
发 挥 了 重要 作用 。 在 此 过 程 中 , 二 次 谐 波 振荡 (SHG) 
无 人 射 光 吸收 和 能 量 丢失 , 人 射 光 与 非 中 心 对 称 结 
构 相 互 作用 产生 的 光子 恰好 是 入 射 光 的 一 半 。 因 为 
二 次 谐 波 的 光波 波长 短 于 多 光子 激发 的 荧光 光波 波 
K, 在 组 织 成 像 中 , SHG 信 号 能 够 与 自体 荧光 信号 分 
离 从 而 造成 对 比 。 在 正常 情况 下 和 比 常规 组 织 学 监 
测 更 高 敏感 性 的 病理 状态 下 , 二 次 谐 波 的 结构 敏感 
性 也 能 够 用 于 检测 胶原 蛋白 在 这 两 种 状态 下 的 转 
gpunsos. CER. SHG 成 像 更 多 仅 关 注 于 组 织 中 胶原 
蛋白 结构 或 含量 的 改变 , 但 在 观察 和 量化 不 同 组 织 
分 期 包括 肝 纤 维 化 分 期 的 胶原 纤维 时 , 多 光子 成 像 
的 区 域 则 更 大 ”YY。 对 于 无 需 染 色 的 组 织 样本 来 说 ， 
TPEF/SHG 显 微 镜 能 低 创 性 扫描 组 织 , 故 很 好 地 取代 
了 传统 的 组 织 学 成 像 "。 值得 一 提 的 是 , Gailhouste 
等 中 也 提出 SHG 成 像 技 术 可 作为 一 评估 纤维 化 的 新 
TE, 可 用 于 纤维 增生 的 肺 、 肾 、 心 脏 等 疾病 。 


2 胃 肠 肿瘤 的 多 光子 “光学 活检 ” 
2.1 胃 肠 道 肿 瘤 浸润 深度 

癌 细 胞 出 现 的 最 低 侵袭 部 位 能 反应 肿瘤 浸润 深 
BE. 就 穿 透 深 度 深 等 特点 而 言 , 胃 肠 道 肿瘤 组 织 的 多 
光子 显 微 成 像 用 于 判断 肿瘤 浸润 深度 是 可 行 的 。 
Xu 等 5 曾 对 早期 阶段 肿瘤 浸润 的 食管 进行 多 光子 显 
微 成 像 , 使 用 MPM 分 别 对 人 体 正常 食管 、 原 位 癌 、 早 
期 浸润 癌 进 行 微 结 构成 像 , 从 而 探讨 肿瘤 早期 阶段 
的 组 织 结构 形态 学 改变 。 判断 肿瘤 是 否 处 于 早期 阶 
Be, 在 成 像 中 可 以 将 这 些 形态 学 特异 改变 作为 诊断 
依据 , 如 以 癌 细 胞 的 出 现 来 判断 浸润 深度 以 及 基底 
膜 是 否 缺 失 来 区 分 癌 与 正常 组 织 。 特别 是 对 于 诊断 
原 位 癌 时 , 虽然 基底 膜 未 被 破坏 但 若 能 在 此 层 发 现 
癌 细 胞 , 这 使 得 原先 对 于 原 位 癌 的 诊断 结果 有 了 争 


* 346 。 分 子 影像 学 杂志 2017 年 第 40 卷 第 3 期 


7 L.° NA N /T -l 
í ninay VAF HO 
人 nmInaxIV iH 


NIVA IEA 


http://www.j-fzyx.com 


议 。 由 此 可 见 , MPM 在 细胞 水 平实 现 原 位 实时 诊断 
早期 肿瘤 已 经 成 为 了 可 能 。 目 前 , 多 光子 成 像 用 于 在 
体 实时 诊断 早期 胃 肠 道 肿 瘤 的 预 实验 尚未 有 研究 者 
开展 或 者 相关 文献 发 表 。 但 食管 胃 肠 同属 消化 系统 ， 
相信 不 久 , MPM 同 样 可 以 用 于 胃 肠 道 早 期 肿瘤 成 像 ， 
背 此 判断 肿瘤 的 浸润 深度 。 已 有 研究 证 实 , MPM 用 
于 诊断 早期 结 直 肠 癌 是 可 行 的 中 。 除 此 之 外 ,通过 与 
病理 切片 对 比 , 多 光子 成 像 可 用 于 判断 晚期 肿瘤 。 
Yan 等 3 通过 对 突破 浆 膜 层 和 未 突破 浆 膜 层 胃 癌 的 
多 光子 实时 成 像 , 同时 将 多 光子 成 像 的 T4 分 期 结 
与 内 镜 的 T4 分 期 结果 进行 比较 , 并 作 了 统计 学 分 析 ， 
主要 研究 并 证 实 了 MPM 用 于 实时 诊断 突破 浆 膜 层 胃 
癌 的 特异 性 准确 性 、 精 确 性 和 可 行 性 。 浸润 奖 膜 的 
胃癌 多 光子 图 像 显 示 了 胶原 结构 极 不 规则 、 胶 原 成 
分 显著 减少 、 癌 细胞 的 温润、 胞 核 多 形 性 及 不 规则 腺 
管 样 结构 的 成 像 特点 。 
2.2 外 科 手 术 切 缘 癌 残留 

外 科 手 术 常 需 实时 评估 手术 切 缘 情 况 , 这 对 于 
初步 评判 肿瘤 是 否 实现 R0 切 除 有 一 定 指导 意义 。 切 
缘 有 无 癌 残 留 与 手术 疗效 及 患者 预后 息息相关 。 切 
缘 阴 性 一 般 提 示 预 后 较 好 , 故 针 对 切 缘 易 出 现 癌 残 
留 的 肿瘤 疾病 , 应 给 予 高 度 重视 。 胃 癌 手 术 切 缘 癌 残 
留 是 指 距 切 缘 0.5 cm 内 病理 检查 可 见 癌 浸润 或 淋巴 
管 癌 栓 。 胃 上 部 癌 、 进 展 型 胃癌 (肿瘤 直径 大 于 或 等 
于 5 em, 低 分 化 或 未 分 化 型 以 及 浆 膜 受累 的 胃癌 ) 易 
发 生 切 缘 癌 残留 , 最 根本 的 预防 措施 是 保证 切 缘 距 
离 肿瘤 至 少 $ cm?" 。 由 于 肠 道 固有 的 解剖 位 置 关系 ， 
对 于 低位 直肠 癌 的 保 肛 手 术 , 下 切 缘 超过 5 cm 根本 
无 法 实现 , 然而 下 切 缘 无 癌 残 留 是 保 肛 的 必 备 条 件 。 
术 后 MPM 可 实时 检查 切 缘 是 否 有 癌 残 留 。 术 中 对 距 
离 切 缘 0.5 cm 或 更 长 范围 内 的 组 织 进行 多 光子 成 像 ， 
成 像 中 车 出 现 肿 瘤 细胞 或 不 规则 结构 , 应 高 度 怀疑 
切 缘 阳 性 , 这 对 于 低位 直肠 癌 是 否 能 实现 保 肛 有 很 
大 的 指导 作用 。Yan 等 5 通过 对 新 鲜 、 未 固定 、 未 染 
色 的 低位 直肠 癌 手 术 切 缘 全 层 组 织 进行 MPM 成 像 ， 
并 将 其 切 缘 全 层 组 织 样本 进行 术 中 冰冻 切片 和 例 行 
病理 学 检查 , 最 后 分 析 比 较 MPM 成 像 和 H-E 染 色 的 
图 像 , 从 而 证 实 了 低位 直肠 癌 手 术 切 缘 进行 MPM 实 
时 光学 成 像 是 具有 可 行 性 的 , MPM 图 像 与 H-E 图 像 
结果 具有 高 度 的 一 致 性 。 低 位 直肠 癌 阴 性 切 缘 中 , MPM 
成 像 显 示 正 常 组 织 结构 和 细胞 形态 , 包括 典型 的 中 
央 小 凹 、 腺 窜 圆 形 开口 上皮 细胞 和 杯 状 细胞 规则 排 
列 形成 的 腺 体 。 与 之 相反 , 低位 直肠 癌 阳 性 切 缘 的 
MPM 成 像 则 显示 不 规则 管状 结构 、 基 质 减少 .细胞 和 
胞 核 多 形 性 等 改变 。SHG 信 号 可 以 检测 腺 体 周围 组 
织 。 与 存在 癌 细 胞 的 阳性 切 缘 相 比 , SHG 信 号 强度 在 


明 性 切 缘 中 有 所 降低 。 综合 看 来 , 多 光子 成 像 技术 不 
仅 能 应 用 于 低位 直肠 瘤 手术 切 缘 的 评 佑 (图 1), 而 且 
在 术 中 或 术 后 对 于 判断 肠 肠 吻合 或 胃 肠 吻 合 之 前 的 
切 端 组 织 是 否 有 瘤 残 留 有 很 大 的 指导 意义 。 术 中 行 
肠 切除 后 , 可 采用 多 光子 显 微 内 镜 在 体 实时 对 近 切 
端 或 远 切 端 处 的 粘膜 进行 多 光子 成 像 。 若 图 像 阳性 
指 征明 显 , 则 术 者 可 考虑 是 否 进一步 扩大 肠 切 除 ; A 
成 像 结 果 为 阴性 指 征 , 则 可 进一步 确保 手术 成 功 性 ， 
为 胃 肠 肿瘤 患者 的 良好 预后 或 降低 复发 转移 风险 提 
供 一 定 参考 价值 。Zhuo 等 ”通过 对 未 经 染色 标记 的 
结肠 癌 基 底 膜 组 织 进 行 SHG 成 像 , 有 效 辨 别 出 正 常 
组 织 、 癌 前 期 病变 以 及 癌 性 组 织 , 很 好 地 展示 了 通过 
完全 的 内 部 组 织 基底 膜 动力 学 改变 就 可 反应 结肠 癌 
不 同 分 期 的 可 能 性 。 


图 1 多 光子 成 像 用 于 直肠 癌 外 科 手 术 切 缘 及 肠 吻 合 处 示意 图 


黄色 区 域 所 示 为 外 科 拟 切除 平面 , 红色 箭头 所 指 为 实时 扫描 的 多 光子 


2.3 胃 肠 道 肿瘤 转移 情况 

肿瘤 是 否 容易 发 生 转 移 与 治疗 方法 密切 相关 。 
骨 肠 道 恶性 肿瘤 可 发 生 肝 脏 、 腹 膜 、 卵巢 、 肺 等 部 位 
的 转移 。 其 中 胃 粘 液 腺 瘤 恶 性 程度 较 高 。 在 粘液 腺 
癌 的 多 光子 成 像 中 , 其 粘膜 层 腺 体 扭曲 或 拉 长 、 腺 腔 
模糊 不 清 、 网 状 胶原 纤维 减少 , 粘膜 下 层 显 示 胶 原 混 
AL. HAAR, Ae, PTL, 主体 弹性 纤维 破坏 或 
几乎 消失 ;一 些 癌 细 胞 类 似 于 一 个 充满 了 粘液 旦 周 
围 被 纤维 蛋白 包 于 的 容 腔 , 占据 了 整个 粘膜 下 层 "。 
在 鼠 模 型 上 应 用 MPM 诊 断 肺癌 和 肝癌 的 研究 5” 
中 , 均 提 到 微型 化 多 光子 显微镜 的 设计 与 发 展 。 以 结 
V Jis ON ERG N, 有 一 些 结肠 癌 患者 行 卵巢 切除 
后 最 终 病 理 报告 却 无 卵巢 转移 ; 此 时 患者 卵巢 已 切 
R, 这 对 于 年 轻 女性 尤其 有 生育 愿望 的 女性 患者 打 
击 很 大 。 故 此 时 急需 一 种 原 位 实时 的 诊断 方法 来 精 
确 判 断 卵 梨 是 否 出 现 转移 , 即 在 执行 切除 卵巢 操作 
前 进行 明确 的 病理 诊断 。 这 将 大 大 地 帮助 外 科 医 生 
有 的 放 矢 地 进行 精准 外 科 手 术 , 更 好 地 实现 病灶 清 
除 、 脏 器 保护 、 损 伤 控制 中 。 多 光子 成 像 技 术 可 满足 
原 位 实时 评判 胃 肠 道 肿瘤 的 转移 情况 的 需求 。 
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3 多 光子 成 像 技术 与 影像 学 诊断 技术 \ 单 光子 成 像 
技术 比较 

影像 学 检查 主要 停留 在 器 官 组 织 水 平 ,成 像 结 
果 相 对 宏观 。 目前 临床 上 对 胃 肠 道 肿 瘤 疾 病 患 者 常 
规 例 行 CT 或 MRI 检查 , 以 初步 判断 肿瘤 大 小 位 置 和 
进展 程度 , 同时 观察 转移 情况 。 相 关 文 献 已 报道 
CT 扫描 检查 在 发 现 肠 系 膜 淋巴 结 转移 方面 有 很 高 的 
敏感 性 , 而 MRI 发 现 结 直 肠 癌 肝 转 移 的 敏感 性 较 
CTA“. 同样 作为 无 组 织 损伤 的 检查 手段 , CT 与 
MRI 图 像 的 阅览 均 需 具备 一 定 的 影像 学 专业 知识 。 
而 根据 CT MRI 成 像 结果 所 得 的 肿瘤 分 期 判断 以 及 
从 术 后 病理 的 分 期 结果 来 看 , 低估 肿瘤 进展 程度 的 
案例 不 在 少数 。 多 光子 显 微 成 像 无 损 、 实 时 检查 的 特 
点 , 比 CT 或 MRI 影像 学 检查 具有 更 大 的 应 用 空间 , 成 
像 结果 的 获得 更 快 , 实 时 性 更 强 , 在 时 间 上 和 空间 上 


F8 , 则 必须 返回 重新 切除 已 吻合 好 的 肠 吻合 口 。 然 而 
此 时 直肠 已 吻合 完毕 , 这 种 尴 粹 的 返工 局 面 难 免费 
时 费 财 , 光 就 肠 吻 合 器 的 价格 来 说 上 万 元 , 且 对 病人 
造成 的 打击 更 大 。 随 着 多 光子 应 用 领域 的 不 断 扩 展 ， 
以 及 骨 肠 道 肿 瘤 多 光子 成 像 的 实际 操作 可 行 性 ， 
MPM 有 望 成 为 胃 肠 道 肿 瘤 的 一 项 准确 的 实时 诊断 工 
有 具 。 当 然 , 作为 一 种 肿瘤 辅助 诊断 的 新 方法 , MPM 不 
仅 能 应 用 于 消化 系统 肿瘤 尤其 胃 肠 肿瘤 , 而 且 在 皮 
WES . 膀胱 癌 、 肺 瘤 等 肿瘤 中 也 有 相关 应 用 报道 。 
迄今 为 止 , 大 多 数 生物 学 光子 显微镜 依赖 于 激 
发 常规 严 光 素 或 获 光 和 蛋白。 然而 很 少 研究 者 使 用 双 
ATRAI TUNADO MERK, 血清 素 的 
三 光子 激发 “9, 以 及 胶原 蛋白 、 骨 骼 肌 、 微 血管 的 
SHG”。 随 着 显 微 内 镜 小 型 化 和 微型 化 的 发 展 , 已 有 
小 型 化 多 光子 显微镜 用 于 直肠 癌 人 研究 的 报道 MPM 


更 具 优 势 。 

相 比 影像 学 检查 , 单 光 子 共聚 焦 显 微 内 镜 的 成 
像 结果 能 更 好 地 呈现 微观 结构 , 其 通过 提供 细胞 形 
态 学 信息 , 在 胃 肠 道 肿 瘤 领域 作为 临床 上 一 非 损 伤 
成 像 工 具 也 备 受 青睐 YH。 但 与 多 光子 显微镜 相 比 , 单 
光子 共聚 焦 显 微 内 镜 提 供 细胞 外 组 织 的 信息 有 限 ， 
成 像 深 度 浅 , 需 外 源 性 造影 剂 辅 助 成 像 ,“ 光 学 活检 ” 
效果 差 。 共 聚焦 显微镜 激发 整个 激光 照射 区 域内 的 
染料 分 子 , 导致 非 焦点 区 域 的 染料 过 早 漂白 。 而 在 多 
光子 显 微 成 像 中 可 实现 自体 荧光 物质 的 激发 与 
SHG 的 结合 , 故 无 需 外 源 标记 , 也 能 够 提供 组 织 学 、 
胃 肠 细胞 和 细胞 外 基质 结构 信息 甚至 化 学 信息 。 就 
新 鲜 肠 粘膜 组 织 成 像 质量 而 言 , MPM 成 像 也 优 于 共 
聚焦 显微镜 "”。 共 聚焦 显微镜 显示 亚 细 胞 结构 有 限 ， 
而 多 光子 成 像 能 清楚 显示 细胞 和 亚 细 胞 结构 。 相 对 
单 光 子 共 聚焦 显 微 内 镜 , 多 光子 光 漂 白 和 光 毒 性 被 
降 到 最 低 , 对 生物 组 织 损 伤 小 , 穿 透 深 度 更 深 。 总 而 
言 之 , 多 光子 成 像 最 大 的 特点 是 穿 透 性 强 , 穿 透 深度 
深 , 能 清晰 显示 细胞 及 亚 细 胞 结构 , 且 无 需 外 源 性 染 
FE, 可 实现 “光学 活检 ”和 “光学 断层 扫描 ”*。 


4 讨论 

临床 上 术 前 穿刺 活检 存在 出 血 、 针 道 、 转 移 、 耗 
时 等 缺点 。 术 后 组 织 病理 学 诊断 则 需要 取材 及 随后 
的 组 织 固定 、 包 埋 、 切 片 、. 染 色 等 步 又 。MPM 可 以 实 
时 快速 地 捕获 肿瘤 的 组 织 学 特征 , 反应 肿瘤 细胞 的 
代谢 水 平 以 及 周围 间 质 中 胶原 信和 号 的 变化 且 无 需 传 
统 病 组 织 病理 学 活检 的 繁杂 步 又, 具备 实时 、 无 损 、 
穿 透 力 高 、 分辩 率 高 的 优势 。 以 实时 评估 直肠 外 科 手 
术 切 缘 情 况 为 例 , 目前 临床 上 通过 术 中 冰冻 病理 检 
查 来 评价 手术 切 缘 情况 , 若 切 缘 术 中 冰冻 发 现 癌 残 


原 位 实时 无 损 诊断 胃癌 和 结 直 肠 癌 , 在 光学 组 织 } 
检 上 有 很 大 的 发 展 空间 所 。MPM 朝 微型 化 方向 发 
展 也 具有 良好 的 应 用 前 景 。 在 多 光子 成 像 技 术 设备 
创新 上 , 可 把 多 光子 显微镜 和 多 光子 探头 结合 , 或 多 
光子 成 像 系 统 与 内 镜 系统 整合 , 通过 器械 组 装 , 实现 
多 光子 显 微 内 镜 的 推广 使 用 , 不 仅 实现 多 光子 成 像 ， 
还 可 实现 多 光子 摄像 。 这 将 是 十 分 可 观 的 发 展 前 景 ， 
很 大 程度 上 能 改进 临床 的 诊疗 过 程 。 在 例 行 的 内 镜 
检查 中 , 加 上 多 光子 探头 亦 可 实现 “实质 上 的 活检 。 

虽然 已 经 证 实 多 光子 在 细胞 水 平 上 对 于 组 织 形 
态 结构 的 成 像 可 以 和 传统 的 金 标准 H-E 病 理 切 片 能 
很 好 地 契合 , 但 是 脱离 于 病理 组 织 切 片 而 仅仅 从 多 
光子 成 像 判 断 肿 瘤 的 发 生发 展 , Fae ECE Mf ARE 
践 与 检验 的 。 通 过 检测 细胞 的 氧化 还 原 率 (NADH/ 
FAD) 可 以 掌握 肿瘤 的 代谢 水 平 ", 量化 肿瘤 的 分 化 
程度 (高 分 化 .中 分 化 、 低 分 化 .未 分 化 ) 以 及 肿瘤 组 织 
分 型 (乳头 状 腺 瘤 、 管 状 腺 瘤 、 粘 液 腺 瘤 、 印 戒 细 胞 
癌 、 鳞 癌 )。 相 比 多 光子 光学 量化 指标 , 外 科 医 生 更 愿 
相信 亲眼 所 见 到 的 病理 学 组 织 形态 与 细胞 结构 。 
此 , 如 何 达 到 准确 显示 组 织 形态 细胞 结构 是 一 个 关 
键 问题 。 多 光子 成 像 的 缺点 在 于 其 只 对 奖 光 激发 , H. 
由 于 激光 系统 设备 配置 的 高 要 求 , 导致 其 价格 昂贵 。 
但 仍 有 足够 理由 相信 和 骨 肠 道 组织 的 多 光子 成 像 技 术 
作为 一 个 新 兴 发 展 的 光学 活检 方法 , 将 来 也 许 能 够 
作为 一 项 与 传统 病理 组 织 活检 并 列 甚至 替代 的 诊断 
手段 , 在 指导 临床 实践 中 评估 骨 肠 道 肿 瘤 进程 或 观 
察 组 织 胶原 结构 改变 方面 提供 有 力 证 据 。 

基于 非 线 性 光学 和 飞 秒 激光 镭射 之 上 的 多 光子 
显 微 成 像 技 术 , 通过 利用 活体 组 织 中 细胞 本 身 产 生 
的 自体 区 光 及 胶原 组 织 产 生 的 二 次 谐 波 , 可 以 实时 
快速 地 获得 标本 的 组 织 结构 和 形态 。 它 无 需 传 统 病 
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SET ta B5 ZEA) EE AH , 0] Pr ER, 
是 一 种 实时 快速 且 无 创 的 “光学 活检 ”诊断 方法 。 多 
光子 成 像 可 以 实时 了 解 胃 肠 道 肿 瘤 的 组 织 结构 和 细 
胞 形态 , 快速 诊断 胃 肠 道 肿瘤 及 评价 外 科 手 术 切 缘 
情况 , 可 在 不 损 标 本 的 情况 下 进行 “光学 活检 ”, 通过 
利用 自体 荧光 激发 和 SHG, 可 以 精细 地 评估 基底 膜 、 
粘膜 层 、 粘 膜 下 层 、 浆 膜 的 肿瘤 浸润 情况 。 多 光子 成 
像 技 术 可 以 很 好 地 区 分 胃 肠 正常 组 织 和 肿瘤 组 织 ， 
可 以 实现 肿瘤 早期 预测 、 判 断 手 术 切 缘 有 无 瘤 残 留 。 
总 之 , 多 光子 成 像 技术 在 骨 肠 道 肿 瘤 光 学 活检 中 有 
很 好 的 应 用 前 景 , 其 朝 微 型 化 发 展 的 趋势 势不可挡 ， 
研发 多 光子 内 镜 、 多 光子 探 尖 、 多 光子 腹腔 镜 等 可 促 
进 转化 医学 的 发 展 并 开拓 新 的 视野 。 
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